












































を選択的に照射可能である．装置は，マイクロフォーカス X 線管，X 線集光素子のガ
ラスキャピラリと倒立型顕微鏡によって構成されている．生成された X 線マイクロビ
ームのサイズ，強度などについて，測定実験，シミュレーションから評価し，直径約
10 µm [FWHM]の X 線マイクロビームを顕微鏡観察下の単一細胞に照射可能であるこ
とを確かめた．また，ガラスキャピラリによる X 線マイクロビームの輸送モデルを構
築し，光子・電子輸送モンテカルロ計算コードである EGS4 を用いて，X 線マイクロビ
ームによる単一細胞に対するマイクロドジメトリについて評価した．その結果，単一細
胞照射研究に十分な 0.3 Gy/s の線量付与が見積もられ，ターゲット細胞以外の周辺細胞
において散乱電子などによる影響が十分小さいことを確認した．  
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図 1.1.1 量子マイクロビームを用いた細胞照射の概略図 







































図 1.1.2 世界各国のマイクロビーム照射装置の利用・開発の動向 























図 1.2.1 細胞研究のためのチップ型デバイスの概念図[14] 










第 2 章では，開発した卓上型 X 線マイクロビーム照射装置の概要を述べている． X
線マイクロビームの特性を，測定実験，計算コードによるシミュレーションによって評
価した． 
第 3 章では，X 線マイクロビームによるマイクロドジメトリについて述べている．ガ
ラスキャピラリによる X 線マイクロビームの輸送モデルの構築をおこない，光子・電





第 5 章では，X 線マイクロビーム照射された神経様細胞における放射線効果(DNA 損
傷，バイスタンダー因子の産生)について生物学的な分析手法を用いて調べ，バイスタ
ンダー効果の誘発について考察した． 
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2.2 卓上型 X 線マイクロビーム照射装置の構成 
 卓上型 X 線マイクロビーム照射装置の概略図を図 2.2.1，その写真を図 2.2.2 に示す． 
卓上型 X 線マイクロビーム照射装置は，堀場製作所が製品化している X 顕微鏡の
XGT-5000 の X 線マイクロビーム生成部と，倒立型顕微鏡を組み合わせることで構成さ


















































































































図 2.2.2 卓上型 X 線マイクロビーム照射装置の写真 
 
図 2.2.3 X 線マイクロビーム生成部のレイアウト 
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2.2.1 X 線マイクロビームの生成 
X 線マイクロビーム生成部のレイアウトを図 2.2.3 に示す．X 線の生成にはマイクロ
フォーカス X 線管を使用しており，タングステンフィラメントに電流(~1 mA)を流し，
放出された熱電子を電界加速(～50 kV)して，ロジウムターゲット上でおよそ 30 µm に
収束されせることで X 線を発生させる．発生した X 線はベリリウム窓から，X 線導管(ガ
ラスキャピラリ)に入射し，集光されることで X 線マイクロビームが生成される． 
X 線発生部からガラスキャピラリの入り口までの距離は 30 mm，キャピラリの長さは
125 mm である [6]．また，キャピラリが設置してあるチャンバーには蛍光 X 線分析用
のシリコン半導体検出器が設置してあり，低エネルギーの特性 X 線検出のため，100 Pa
以下に排気している．そして，X 線マイクロビームは，厚さ 4 µm のポリプロピレンフ
ィルム(PP)素材のビーム窓から，大気下へと取り出される．以下に，X 線の発生原理と，
ガラスキャピラリによる X 線の集光原理について述べる．また，X 線生成部に設置さ
れた，半導体検出器を用いた蛍光 X 線分析についても述べる． 
 
・X 線の発生原理 
X 線の発生は，図 2.2.3 に示したように，フィラメント(陰極)と金属ターゲット(陽極)
に高圧電源のマイナスとプラスを接続し，フィラメントから放出された熱電子を加速し
てターゲットに衝突させる[7]．この時，電子の運動エネルギーの大部分は放射線と熱
に変換されてエネルギーを失う．その時の X 線生成変換効率εは 
 
ZV9101.1 −×=ε        (2.2.1) 
 
で近似することができ，V：加速電圧[kV](X 線管電圧)，Z：ターゲット元素の原子番号
である．電子の運動エネルギーの~1 %程度が X 線のエネルギーに変換され，99 %は熱
に変わるため，ターゲット表面は非常に高温になる．したがって，ターゲット材料には，
融点の高いタングステンやモリブデンなどが用いられる． 
先に記述したように，得られる X 線スペクトルは，広く連続的に分布した連続 X 線
スペクトルと元素固有の線スペクトルである特性 X 線スペクトルによって成っている．








m =λ        (2.2.2) 





わち制動放射によって生成される．その強度 I は X 線管電圧V と共に増加し X 線管の
管電流 i とすると， 
 
 ZiVI






Kα1，Kα2，Kβ1，・・・，L 系列は，Lα2，Lβ1，・・・である．図 2.2.4 に示すように，
入射電子の運動エネルギーが電子の原子核への結合エネルギーより大きくなれば，その
殻から電子をたたき出す(光電効果)によって，K 殻の電子が励起された場合には，その




図 2.2.4 特性 X 線の発生機構の概略図 




chhEE λν ==−       (2.2.4) 
 
En：L，M，N，・・・殻電子のエネルギー，Ek：K 殻電子のエネルギー， λk：K 系列の
特性 X 線の波長である．Kα1，Kα22 本の線は，波長が非常に近接しているので普通一本
とみなし，これを Kαとよぶ． 











電圧が必要となる．特性 X 線の強度 I は，次の実験式で与えられる． 
 
 
nVViI )( 0−∝        (2.2.6) 
 
ここで，V：X 線管電圧，i：X 線管電流，V0：励起電圧，n：管電圧に対する定数であ
り，V が V0の 2~3 倍なら n =2，V>3 V0ならば n =1 となり，強度の割合は減少する．本




図 2.2.5 ロジウムの X 線エネルギースペクトル 
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線エネルギースペクトルを図 2.2.5 に示す．E＝2. 7 (Lα)，20.2 (Kα)，21.7 (Kβ) keV 付近
に特性 X 線によるピークが見られる． 
 
2.2.2 ガラスキャピラリによる X 線の集光 
 X 線の物質に対する屈折率は 1 よりわずかに小さな値であり[8]，凹レンズを用いれば
集光は可能であるが，その屈折角は非常に小さいため，有効な X 線集光能力を有した
レンズやプリズムは，可視～赤外の光を扱う光学素子のように簡単に作製することがで
きない．これが X 線の集光を困難にしている原因である．しかし，X 線の集光技術は
様々な用途に要望が多く，湾曲結晶ミラー，多層膜ミラーや回折レンズ(ゾーンプレー
ト)[9,10]及び X 線導管などを用いて集光が可能である．回折現象を用いた技術は，回折
条件が X 線の波長によって決まるため，単色のみの X 線しか集光できない．そこで，





ガラスキャピラリによる X 線の集光は X 線の全反射現象[8]を利用して，X 線の集光
をおこなう．物質表面に対し X 線が臨界角よりも小さな視野角で入射すると，全反射
を起こす．X 線に対する物質の屈折率 n は 
 






















er [cm]     (2.2.10) 
 
である．f1，f2はそれぞれ入射 X 線に対する試料の原子散乱因子 f の実部と虚部であり，
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kk fNNf 11        (2.2.11)
 ∑=
k














図 2.2.6 X 線エネルギーと臨界角の関係 
































































































































図 2.2.8 ポリキャピラリの形状による特徴 











・蛍光 X 線分析 
 X 線マイクロビーム生成部の下方に取り付けられた X 線半導体検出器を用いて，マ
イクロビーム照射試料から発生する蛍光 X 線を検出し，元素分析を行うことが可能で
ある． 
X 線半導体検出器[14]は，半導体結晶中に入射した X 線によって生成される電子正孔
対を，電界をかけて収集することで，入射した X 線の数や，エネルギーを決定する X
線検出器として動作する．半導体結晶としては，シリコンやゲルマニウムが用いられる．
シリコンは低エネルギーX 線検出のために用いられ，入射してくる数 keV から約 20 keV






図 2.2.9 蛍光 X 線スペクトルの例(ステンレス) 
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本装置に導入されている X 線検出器は，高純度シリコン半導体検出器であり，X 線
が入射すると禁制帯の電子が導電帯に励起され，励起された電子の分だけ電流が流れる．
X 線検出の場合，X 線光子 1 個の入射に対応する電流パルス 1 個を測定する．1 パルス
の瞬間的な電流値は入射した X 線のエネルギーに比例するので電流パルスの波高を測
定することで X 線のエネルギーが求められる．図 2.2.9 は，ステンレス材料を蛍光 X 線
分析した結果の一例である．ステンレスの成分である，鉄，クロム，ニッケルなどの特

















図 2.2.10 試料観察系のレイアウト(左)とその様子(右) 
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2.3  X 線マイクロビームの特性試験 



















図 2.3.1 に銀活性燐酸塩ガラスの RPL 発光中心の生成メカニズムを示す[16]．電離放射
線が蛍光ガラス線量計素子に照射されると，素子内に電子および正孔の対が作られる．








図 2.3.1 RPL ガラスの蛍光中心の生成機構 











図 2.3.3 RPL ガラスの蛍光特性 
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RPL ガラスを用いたマイクロビームの蛍光イメージング 
 試料ステージに蛍光ガラス線量計材料である RPL ガラス板(10×7 mm，厚さ:1 mm)
を設置して，X 線マイクロビームを照射後，蛍光顕微鏡(IX71，Olympus)を用いて蛍光
観察した．蛍光観察のフィルタセットには，励起:330-380，蛍光: 590‐(それぞれ透過成
分の波長[nm]を示す)を用いて観察した．始めに，RPL ガラスの X 線マイクロビーム照
射量に対する蛍光応答を調べた．図 2.3.4 は，X 線マイクロビーム照射時間と RPL の輝
度値の関係を示したグラフと蛍光観察した様子である．蛍光画像の取得に用いた冷却
CCD カメラの露出時間を固定して取得した RPL 画像を，ImageJ [17]を用いて解析した
結果，照射時間と RPL の輝度値の間には線形性が確認された． 
次に，マイクロビーム取り出し窓から RPL ガラスの照射面までの距離を変えて，マイ
クロビームの集光特性を調べた．図 2.3.5 に，ビーム窓からの各距離における RPL 領域
の蛍光分布プロファイルを示す．ビーム窓から 1 mm の距離で，蛍光領域のサイズは最
少の約 20 µm [FWHM]となり，距離を離していくことで顕著な蛍光領域の広がりが確認
された．これは X 線マイクロビームが焦点面を持っていることを示している．しかし，
X 線マイクロビームはガラス材料に対して数 mm に亘って侵入することが予測され，蛍
光領域に奥行が生じるため，RPL 領域の観察からマイクロビームのサイズを正確に測定
することは難しい．また，RPL ガラスの側面に X 線マイクロビームを入射させた RPL
ガラス中の，X 線マイクロビームの輸送軌跡を観察した(図 2.3.6，第 3 章に実験の詳細







図 2.3.4 (a) X 線マイクロビーム照射時間と RPL の輝度値の関係 (b) X 線マイ
クロビーム照射による RPL を蛍光観察した様子 
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確認された．RPL ガラスを用いた X 線マイクロビームのプロファイル観察により，ビ













図 2.3.5 (a) ビーム窓からの距離(1，2，5 mm)による X 線マイクロビームのプロ
ファイル (b) 各距離における RPL を蛍光観察した様子(画像取得においては照
射時間(IR time)を任意に設定し，グラフ内ではこれらの蛍光強度を標準化した) 
 
図 2.3.6 RPL ガラス中の X 線マイクロビームの軌跡を蛍光観察した様子(X 線
マイクロビームは左面から入射) 
500 µm 
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(図 2.3.7)．図 2.3.8 に，ビーム窓から 1 mm の位置で，ナイフエッジの位置と金の蛍光 X
線(M 線: E = 2.12 keV)強度の関係から測定されたビームプロファイルを示す．その結果，
X 線マイクロビームのビーム径は 10.6 µm [FWHM]と求められた．さらに，マイクロビ
ームは白色光であり，低エネルギーと高エネルギー成分のそれぞれの広がりを調査する
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ため，M 殻由来の蛍光 X 線に加えて，Lα線(E = 9.7 keV)を，ビーム窓からの各位置で測
定した結果を，図 2.3.9 に示す．その結果，低エネルギー成分は大きな発散角を持って
拡がっていることが確認された．図 2.3.9 に示したロジウムの特性 X 線である 2.7 keV     
と 20.2 keV の臨界角を傾きとした直線と比較すると，X 線マイクロビームの発散成分は




図 2.3.9 ビーム窓からの距離と X 線マイクロビームの直径の関係 
 
図 2.3.10 X線マイクロビームのエネルギースペクトル 




定したエネルギースペクトルを図 2.3.10 に示す．ロジウムの特性 X 線による，2.7 keV 
(Lα)と 20.2 keV (Kα)付近のピークと，制動 X 線による連続スペクトルが確認された．こ
の測定した X 線エネルギースペクトルを基に，細胞照射系において，単一細胞に照射
される X 線エネルギースペクトルを光子・電子輸送モンテカルロ計算コード EGS4 [19]
を用いて算出した(計算の詳細は第 3 章に述べた)．  





ムの最小径が得られる，ビーム窓から約 1 mm の位置にくるようにした．このような細
胞照射系を想定して，計算コードを用いて算出されたエネルギースペクトルを図 2.3.12
に示す．細胞照射系において X 線が培地層を通過時に，低エネルギーの X 線は散乱・
吸収されるため，細胞へのエネルギー付与に関与する主なエネルギーは 5~10 keV であ
ることが見積もられた．算出した各培地層の厚みにおけるエネルギースペクトルから，
細胞核相当の直径 10 µm の水球に付与されるエネルギーを算出することで，X 線マイク
ロビームによる単一細胞への線量率 [J・kg-1・s-1 = Gy・s-1]を見積もった(図 2.3.13)．そ
の結果，動物細胞において調査される放射線照射量が~10 Gy 程度であることを考える
と，試料細胞に付与する培地量を正確に量りとることで，細胞照射実験に必要な線量率
を安定して実現できる培地層の厚み 250 µm を採用し，その時の X 線マイクロビームに
よる線量率は最大 0.3 Gy/s と算出された．また，この微小空間での放射線によるエネル














図 2.3.11 (a)X 線マイクロビーム照射用培養ディッシュ (b)マイクロビーム
照射時のレイアウト 




































微鏡観察下の表面を X 線マイクロビームで XY 方向に捜査しながら蛍光 X 線を検出す
る． 
 
図 2.3.12 (a) 細胞照射系の計算モデル (b)培地層の深さ位置において算出され
た X 線マイクロビームのエネルギースペクトル 
 
図 2.3.13 培養液層の厚みと細胞への線量率の関係 
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図 2.3.14 X 線マイクロビームのアライメントの調整方法 
 
 
図 2.3.15 ターゲット(座標(0,0))に対する X 線マイクロビーム照射の精度 




整に対して調べた結果を図 2.3.15 に示す．その結果，平均して約 1.8 µm 以下の精度に
よって X 線マイクロビームの照射位置を決定できることがわかった．これは，ターゲ
ットとなる細胞のサイズ(20 µm~)から，1 細胞照射に十分な精度であると考えられる．
現在，RPL ガラスによる RPL イメージングシステムを X 線マイクロビーム照射装置に













色技術(詳細な手順は付録 B に記述)を用いて DNA 損傷と細胞核を蛍光観察した．図





図 2.3.16 細胞照射時の観察画面．それぞ倍率 20 倍(左)，40 倍(右)の対物レンズを
用いて観察した様子であり，スケールバーは 20 µm を示している． 










図 2.3.17 RPL ガラス上に培養され，マイクロビーム照射された HeLa 細胞(矢印)
の光学観察写真(左)と蛍光観察写真(右)．蛍光観察写真では，細胞核(青)，DNA
損傷(緑)，マイクロビームのプロファイル(赤)が一致して観察されている．図中
のスケールバーは，10 µm を示している． 
















































































図 2.4.3 光ピンセットを用いた浮遊細胞(赤血球)の X 線マイクロビーム単一細胞
照射の様子(上)と概略図(下)．スケールバーは 20 µm を示している． 
 
図 2.4.2 X 線マイクロビーム照射装置とレーザーシステムの様子 
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によって，空間位置制御などをおこなう技術である[21]．その原理については付録 A に
記述した．図 2.4.1 に示された X 線マイクロビーム照射装置に組み合わせたレーザーシ
ステムにおいて，光ピンセット用のレーザー光には細胞試料での熱損傷を避けるため
[22]，捕獲用レーザーに近赤外光である CW：YAG レーザー(λ＝1064 nm)を用いている. 
また CCD カメラ観察画面で，光ピンセットのガイドレーザーとして He-Ne レーザー(λ
＝635 nm)を導入した．本システムにおいて，細胞の捕獲力を計測した実験では，対物
レンズ(NA:1.25，オリンパス)に入射したレーザーの出力 20 mW に対して，約 10 pN の
力が発生し，レーザーの出力に比例して捕獲力が上昇することを確認している[23]． 
 






















と PIC による制御回路によって構成され，200×200 µm2 の領域を 1Hz で走査すること
ができる．また，対物レンズ瞳中心でレーザーを回転させるために，テレスコープを設
置している[27]．レーザープローブによってされた励起された蛍光は，波長選別のため
の光学フィルタを通して冷却 CCD カメラ(BS-40L，BITLAN)で撮像した． 




細胞膜透過性のカルシウムイオン感受性の Fluo-3 と Fura-red をヒト癌細胞である
HeLa 細胞に導入し(詳細な手順は付録 B に記述)，X 線マイクロビーム照射細胞におけ
る Fluo3，Fura red 由来の蛍光を光学フィルタによって選別しながら，冷却 CCD カメラ
を用いて蛍光画像を取得した．取得した蛍光画像は ImageJ McMaster[28]を用いて経時
的な蛍光強度の解析をおこない，Fluo-3/Fura red 蛍光強度の比を求めることで，細胞内








 本章では，単一細胞照射用の卓上型 X 線マイクロビーム照射装置の開発について述
べた．X 線管，ガラスキャピラリと倒立型顕微鏡を組み合わせて卓上型 X 線マイクロ
ビーム照射装置を構築した．また， X 線マイクロビームのサイズ，強度などについて, 
測定実験とシミュレーション計算から正確に評価し，本 X 線マイクロビーム照射装置





 図 2.4.4 X線マイクロビーム照射による細胞内カルシウムイオン濃度の変化(左，
3 Gy 照射)とコントロール測定(右，10 µΜ KCl 刺激) 
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3.2.1 X 線輸送計算モデル 
ガラスキャピラリによる X 線集光，輸送計算モデルの構築を試みた．図 3.2.1 は，
キャピラリによる X 線輸送計算のための物理モデルである．第 2 章に述べたように，
X 線は全反射臨界角よりも小さな角度でキャピラリ内壁に侵入したときに，全反射を
起こす．この時，個々の X 線の軌跡を図 3.2.2 に示すようなフローチャートに従って
導き出す計算モデルを構築した[1,2]． 







































図 3.2.1 ガラスキャピラリを用いた X 線輸送計算の物理モデル 
 
図 3.2.2 X 線輸モデルの構築における計算フローチャート 
 
図 3.2.3 計算モデルにおける X 線源，キャピラリと RPL ガラスの位置関係 
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3.2.2 X 線マイクロビーム輸送計算 
 構築した計算モデルを用いて X 線マイクロビームの輸送計算をおこない，計算結果
と RPL ガラスを用いた実験結果と比較した[3]．ガラスキャピラリの形状と線源との位
置関係を示した模式図を図 3.2.3 に示す．線源は点線源とし，線源から発生する X 線の
エネルギースペクトルはロジウムの X 線スペクトルを用いた．線源からのガラスキャ 
ピラリの入り口までの距離は 30 mm とし，キャピラリ入口の径は 200 µm，出口の径は
20 µm，キャピラリの長さは 125 mm とした．また，出口から 3 mm の位置で X 線は RPL
ガラス模擬材料(32 % リン，51 % 酸素，11% ナトリウム，6 % アルミ，0.2 % 銀，密
度 2.5 g/cm2)に入射し，入射後の各位置における X 線マイクロビームの広がりと線量付
与強度について計算した．また，X 線マイクロビームの輸送について RPL ガラスを用


























図 3.2.4 (a)RPLガラス中のX線マイクロビーム輸送観察実験の概略 (b)X線マイ
クロビームの軌跡に沿って RPL ガラス中に生成された RPL を蛍光観察した様子
(挿入している値は入射面からの距離を示しており，各蛍光画像の取得において
は，カメラの露光時間を固定して撮像した)． 







































図 3.2.5 RPL ガラスへの入射面からの深さと X 線マイクロビームサイズの計
算結果，測定された RPL 領域の幅との関係 
 
 
図 3.2.6 RPL ガラスへの入射面からの深さと測定された RPL 強度，X 線マイク
ロビームによるエネルギー付与量の計算結果との関係 






















ガラス入射面からの各位置における RPL の蛍光領域のサイズと蛍光強度から，X 線マ
イクロビームの広がり(図 3.2.5)，エネルギー付与(図 3.2.6)に関して，計算モデルで得ら





















る EGS4 を用いて計算し，X 線マイクロビームによる単一細胞レベルの領域への線量付
与について評価した． 
 



















図 3.3.1 光子エネルギーと水に対する各相互作用の発生する割合 
 
 

















ータを用いて計算される．また，EGS4 で扱えるエネルギー範囲は，数千 GeV から，光
子では約 1 keV，電子では約 10 keV である．入射粒子として扱えるのは，光子，電子，




 第 2 章の X 線マイクロビームの特性試験において述べたように，細胞照射系におけ
る X 線マイクロビームによる線量付与について EGS4 を用いて評価した．ここでは，
EGS4 を用いて，細胞に到達した X 線マイクロビームによる線量(エネルギー)付与過程
について詳細に述べる． 
EGS4 を用いた線量付与計算における計算要素をまとめた説明図を図 3.3.2 に示す．半
導体検出器を用いて測定した X 線マイクロビームのエネルギースペクトルから，照射
体系において細胞に到達するマイクロビームのエネルギースペクトルを求めた結果は，
第 2 章で示したように，図 3.3.3 のようになる．そして X 線マイクロビームが細胞核相






































図 3.3.3 培地層を通過して細胞に到達する X 線マイクロビームのエネルギー
スペクトルの計算結果(培地層の厚みが 100，250，500，1000 µm のときの結
果を示した) 
 














































図 3.3.4 10 µm の水層に対する X 線のエネルギーと吸収率の関係 
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10 µm の水層に対する X 線のエネルギーに対する吸収率曲線を図 3.3.4 に示す．この吸
収曲線と図 3.3.3 に示した細胞に到達するエネルギースペクトルを掛け合わせ，単位質
量，単位時間あたりへのエネルギー付与量を算出することによって線量率を求めた結果，
照射系において~0.3 Gy/s の線量率が見積もられた(図 2.3.13)． 
次に X 線マイクロビームの線量率の空間分布を，第 2 章でナイフエッジ法によって
測定したマイクロビームのプロファイルから 算出した結果を図 3.3.5 に示す．図中に示
されるように，X 線マイクロビーム中心から 5~10 µm の領域においては，中心部(0~5 µm
の領域)の約 26%，10~15 µm の領域においては約 1.3%の線量付与がなされることが見積
もられた．
 またこの時，X 線マイクロビームによって生成される散乱電子のエネルギー分布を図




したエネルギー付与領域のにじみを考察した．図 3.3.7 に EGS4 の計算によって得られ
た，水溶液環境での X 線エネルギーに対応した散乱電子のトラック終端位置の空間分
布を示す．図中では，原点(0，0)に入射した X 線によって生成される散乱電子のトラッ
ク終端位置を 5000 回の X 線の入射に対して計算してプロットした．また，ここで得ら 
 
 
図 3.3.6 X 線マイクロビームによって単位時間あたりに生成される散乱電子のエネ
ルギー分布 








































図 3.3.7 水溶液環境において X 線によって生成される散乱電子トラックの終端
位置の空間分布を計算した結果．X 線は原点(0，0)に入射し，エネルギーが 4
～20 keV のときの結果を示した． 




















X 線のエネルギーとの関係を調べた(図 3.3.8)．図中では，生成された散乱電子数の 90 %，
99%を考慮した結果を示した． 
図 3.3.6 と図 3.3.8 に示した結果から，X 線マイクロビームの最外領域から散乱電子が
外側に向かって飛び出した場合，マイクロビーム中心から最大 20 µm 程度の位置まで到
達し，ターゲット細胞周辺の細胞と相互作用する可能性が示された．しかし，20 keV
以上の高エネルギーの散乱電子が生成する数から考えると，周囲細胞への影響は電子数
個以下によってもたらされる程度が可能性として考えられ，仮に 20 keV の電子 1 つが
細胞核にエネルギーを付与したときの線量値を計算すると，約 3.0×10 -4 Gy となり，非
常に小さな値にとどまると考えられる． 
 これらの結果より，ターゲット細胞に 10 Gy 程度の線量付与する場合，測定によって
求められた X 線マイクロビームの半値幅径約 10 µm に加えて，半径 5 µm 程度までの領
域においては，~1 Gy の線量が付与される可能性が見積もられ，照射実験においては考






図 3.3.8 X 線エネルギーと散乱電子の最大トラック長さの関係 
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SU-8 は，図 4.2.1 に示すように 8 つのエポキシ環構造を持つ化合物で，光酸化剤を含









ュアルを参考にした[11]．カバーガラス(18×18 mm，厚み: ~170 µm)上に塗布した，SU-8 
(3050，化薬マイクロケム)を，スピンコーターを用いて 2000 rpm (60 秒間)でスピンコー
トした．その後，95℃で 5 分間の前加熱工程によって SU-8 層中のガス抜きをおこなっ







図 4.2.1 SU-8 の化学構造 
 
 






異なるサイズ(50×50 µm2 と 100×100 µm2)のマイクロチャンバーを作製するために用
いたフォトマスクの写真を図 4.2.3 に示す． 
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4.2.3 微細構造の評価 





に McAC の方向を容易に確認できるようにした．図 4.2.5 に McAC の表面形状を，接触
式表面計測装置(Dektak3，アルバック)で測定した結果を示す．マイクロチャンバーを仕
切る壁の高さは約 15 µm であった． 
次にマイクロビーム照射細胞の分析に用いる蛍光顕微法における，SU-8 の自家蛍光
の影響について評価した．図 4.2.6 に，生物蛍光分析のためのフィルタセットに対応し





図 4.2.4 作製した二種類の McAC の写真．スケールバーは 100 µm を示している．
 




































試薬 BCECF-AM を用いて調査した．BCECF-AM は細胞膜透過性の化合物であり，細胞 
 
 
図 4.2.5 McAC の表面形状(右図内のに示した線上を走査した)． 












































1 ex. 470-490 
fluo. 510-550 
2 ex. 330-385 
fluo.425-480 
図 4.2.6 (a)蛍光観察システムのレイアウト (b)測定した細胞試料の光学顕微鏡
写真 (b)フィルタセット 1 を用いて Alexa Fluor 488 でラベルした IL-6 を蛍光観
察した様子(カメラ露光時間：1.5 s) (c)フィルタセット 2 を用いて Heochest 
33324 染色した細胞核を観察した様子(露光時間：500 ms)．スケールバーは 20 
µm を示している． 




BCECF-AM を導入した細胞に対して，488 nm の励起光を用いて BCECF 由来の蛍光を
観察することで各細胞の生死を知ることができる[14]． 
McAC 上にラット神経様細胞である PC12 を蒔種 24 時間後に顕微鏡観察し，細胞の浮
遊塊や，正常の細胞形態に比べて大きく変質した細胞など，明らかな異常がないことを
確認した後，BCECF-AM を細胞内に導入した (PC12 の細胞培養と BCECF-AM 導入の
詳細なアッセイ手順は付録 B に記述した)．蛍光顕微鏡を用いて，BCECF-AM を導入し







とを調べるために，McAC 上に培養した PC12 細胞の増殖特性を調査した．細胞蒔種 24
時間後から，各マイクロチャンバーを追跡観察し，細胞の増殖率について調べた．図
4.3.2 は，マイクロチャンバー内の細胞を追跡観察した様子と各条件における増殖率曲







 McAC に培養した試料細胞において X 線マイクロビーム照射効果を効率よく調しら
べるために，各マイクロチャンバーに単一細胞が格納される細胞培養密度を調査した．
















































図 4.3.1 (a) 50 µm サイズと(b)100 µm サイズの McAC 上での BCECF を導入した
PC12 細胞を蛍光観察した様子．スケールバーは 50 µm を示している． 





































図 4.3.2 (a) McAC での PC12 細胞の増殖特性．誤差棒は標準偏差を示している．
(b)50，100 µm 四方のマイクロチャンバーにおける蒔種後 24，48，72 時間後の様
子．スケールバーは 50 µm を示している． 
24 h         48h          72h 
 
 
図 4.3.3 (a) 50 µm サイズと(b)100 µm サイズの McAC 上に異なる細胞密度で細胞
を蒔種した時の，各マイクロチャンバーに格納される細胞数とその割合の関係．
測定結果は 3 度の独立した蒔種におけるデータの平均値を示している． 























































































































表 4.4.1 代表的な細胞のマイクロパターニング培養手法 
 

















図 4.4.1 CR-39 モノマーの構造 
 
 
図 4.4.2 マイクロパターニング培養チップの概略図 
 










であるが，ポリプロピレンクリコール 1 モノメチルエステル 2 アセテート(ナカライ)を





様子を図 4.4.4 に示す．SU-8 のマイクロパターン領域に強い蛍光が観察されており，接
着たんぱく質分子のマイクロパターンに従った自己組織化が確認された．また，図
4.4.4(a)に示したマイクロパターニングチップの表面形状を接触式表面計測装置




















スケールバーは 50 µm を示している． 
 
 



























図 4.4.5 CR-39 上の SU-8 マイクロパターンの表面形状 
 
図 4.4.4 エッチングした CR-39 上に作製した SU-8 マイクロパターンの顕微鏡
写真と蛍光ゼラチン処理して蛍光観察した様子．スケールバーは 100 µm を示
している． 
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・マイクロパターニング培養チップ作製のための予備実験 
 マイクロパターニング培養チップの作製おこなうために，CR-39 と SU-8 表面へのた
んぱく質と細胞の接着性を調査した．まず，表面未処理の CR-39 と SU-8，6 mol/L の水
酸化ナトリウム水溶液で異なる時間表面処理した CR-39 について，表面の親水性を，
液滴の接触角を計測することで評価した結果を図 4.4.6 に示す．各基板の表面に，マイ





図 4.4.6 (a)基板表面と水滴の接触角の測定 (b)各基板における接触角の測定結果 
図 4.4.7 蛍光ゼラチン処理後の各基板表面の蛍光強度．蛍光強度はバックグラウ
ンドを差し引いた値，誤差棒は平均値の標準偏差を示している． 






面処理の詳細な手順は付録に記述した)．未処理の CR-39 と SU-8 には蛍光ゼラチンの吸








その結果，未処理の CR-39 と SU-8 表面では，正常な形態の細胞が高い接着率を示す
ことが確認されたが，60 分以上エッチング処理した CR-39 表面への細胞の接着はほぼ











この時、細胞活性指示薬である BCECF-AM を導入し，蛍光観察した様子から(図 4.4.9
挿入図)，マイクロパターニング培養された細胞が活性を保っていることを確認した．  
次に，100 µm 四方の細胞接着領域を有するマイクロパターニング培養チップに HeLa
細胞を蒔種し，特定の領域を追跡観察することで，マイクロパターン上での細胞の増殖
























































































100 µm を示している．(挿入図：蒔種 1 時間後，24 時間後と BCECF-AM 導入後に
蛍光観察した様子) 































図 4.4.10 (a)マイクロパターン培養チップ上での細胞増殖率 (b)マイクロパターン
上での細胞増殖の様子(0~48 時間)．スケールバーは 50 µm を示している． 
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図 5.1.1 マイクロビームを用いた新しい細胞照射研究 








5.2.1 神経モデル細胞 PC12 における放射線照射効果 















に分類される IL-6 は,1988 年に岸本らによって発見され,構造が同定された[12]．当初，
 
図 5.2.1 未分化の PC12 細胞(左)と NGF によって神経細胞分化した PC12 細胞(右)
を顕微鏡観察した様子．スケールバーは 20 µm を示している． 
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これらの報告から PC12 細胞を神経細胞モデルシステムとして，IL-6 の分泌によるバ
イスタンダー効果誘発の仮説モデルを検討した(図 5.2.2)．X 線マイクロビーム照射細胞




5.2.2 PC12 における放射線効果の調査 
 X 線マイクロビームの照射効果を調査するにあたって，従来の放射線照射手法を用い
て，PC12 での放射線効果を調査するための予備実験をおこなった．放射線線源には大
阪大学産業科学研究所の共同利用施設であるγ線照射装置(60Co，370 TBq, 2000 年)を用
いた．全ての実験において照射時間は 15 分とし，線源からの距離によって照射線量を






あり，週 1 回，比率 1:6 で継代した．照射試料細胞は，照射 24 時間前に 5.0 ×105 cell/mL 
 
図 5.2.2 PC12 細胞における IL-6 を介したバイスタンダー効果モデル 
 
 









































(2008 年 10 月 14 日時点)を示した． 
 
 
図 5.2.4 (a) γ線照射線量と IL-6 の蛍光量との関係(γ線照射 24 時間後に測定した)． 
(b) γ線照射後の時間と IL-6 の蛍光量との関係(γ線照射量は 10 Gy とした)．誤差
棒は標準偏差を，スケールバーは 20 µm を示している． 
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で，ポリリジンコートした(詳細は付録 B に記述した)カバースリップ(18×18 mm2)に蒔
種したものを，50 mL チューブに入れて照射した． 
 
・IL-6 の産生 
 γ線照射した PC12 細胞を任意の時間 37℃，5%CO2環境下で培養した後，免疫抗体染
色法を用いて IL-6 の産生について調べた(詳細な手順は付録 B に記述した)[16]．一次抗
体には，ラット IL-6 抗体(SUNTA CRUZ BIOTHECH.)を，二次抗体には Alexa Fluor® 488 
(Molecular Probes)を用いた．図 5.2.4 に，照射線量と照射後の培養時間を変化させた時
の免疫抗体染色した試料細胞を蛍光観察した結果を示す．蛍光強度の解析は，ImageJ
を用いておこない，各データは 30 の細胞について分析した結果である．照射 24 時間後
の細胞試料においては，照射線量 10 Gy までは，線量の増加に伴って IL-6 の産生に由
来した蛍光量に優位な増加が観察された．また，10 Gy 照射後の細胞試料に対して，照
射後 1，3，9 時間においてはコントロール試料に対して優位な蛍光量の差が確認できな
かった．その後，15，24，48 時間においては，照射 24 時間後付近において蛍光量が最
大となり，微量ながら 48 時間まで IL-6 の産生がおこなわれていることを確認した．こ
の時，照射時の細胞数に対する照射 24，48 時間後の生存細胞数をプロピジウムイオダ
イドを用いたアッセイ(詳細は付録Bに記述)によって調査することで生存率を評価した
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・DNA 二本鎖切断の検出 






DNA 二本鎖切断の検出には，DNA 分子鎖が巻きついているヒストン 8 量体たんぱく






























図 5.2.7 照射後の時間とγ-H2AX フォーカスの蛍光強度の関係と 10 Gy 照射時の蛍
光像の様子(緑：γ-H2AX フォーカス，青：細胞核)．誤差棒は標準偏差を，スケー
ルバーは 10 µm を示している． 
 
図 5.2.6 γ-H2AX を利用した DNA 二本鎖切断の蛍光イメージングの概略図 
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リン酸化されることで生成するγ-H2AX を利用した(図 5.2.6)．γ-H2AX は DNA 二本鎖切
断部周辺に特異的に生成，集積してフォーカスを形成する．そして，切断の修復と共に
分解することが確かめられており，生成・修復量を定量的に評価できる[20]． 
 γ線照射した PC12 細胞を任意の時間 37℃，5%CO2環境下で培養した後， γ-H2AX を
免疫抗体染色法によって検出することで，DNA 二本鎖切断の検出を試みた．蛍光強度
の解析は，ImageJ を用いておこない，各データの算出には，30 の細胞から得たデータ
に対してバックグラウンドを差し引くことで得られた値を用いた．図 5.2.7 に 2，6，10 
Gy 照射した時のγ-H2AX 蛍光強度の経時変化を示した．照射後に生成されるγ-H2AX の
量は照射線量によって増加し，照射 24 時間後では，生存細胞においては大部分の




5.3 X 線マイクロビーム照射効果の解析 
 X 線マイクロビーム照射によって PC12 細胞に誘起される細胞応答を調査した．本節
では，PC12 細胞において，バイスタンダー効果誘発因子となり得る IL-6 の産生と DNA
二本鎖切断の生成・修復について調査した結果について述べる． 
 
5.3.1 X 線マイクロビーム照射実験 
マイクロチャンバーアレイチップ(McAC)に PC12 細胞を培養し，X 線マイクロビーム
照射実験をおこなった．マイクロビーム照射実験の手順を図 5.3.1 に示す．照射 24 時間
前に 35 mm ディッシュ内にて，McAC に 5.0×104 cells/mL で PC12 細胞を蒔種した．そ






図 5.3.2 は，McAC 上でマイクロビーム照射された PC12 細胞における IL-6 の産生を
観察した様子である．照射 24 時間後においては，照射細胞に IL-6 の産生が確認された
が，照射 1，3，9 時間後においては産生が確認されなかった．次に，DNA 二本鎖切断
の生成・修復について調査した結果を図 5.3.3 に示す．γ線照射実験と同様に，生存細胞












































図 5.3.1 McAC と X 線マイクロビームを用いた単一細胞照射応答の解析の実験手順







































図 5.3.2 (a) X 線マイクロビーム照射した PC12 細胞における IL-6 の産生を観察し
た様子．(b) 各照射線量と照射後の時間における IL-6 蛍光の強度とその様子．数
値データはそれぞれ 10 細胞の測定から求めた．誤差棒は標準偏差を，スケール
バーは 50 µm を示している． 
図 5.3.3 (a)各線量，照射後の時間において γ-H2AX フォーカスを蛍光観察した様
子．60 倍の水浸対物レンズ(NA：1.25，Olympus)を用いて撮像した．スケールバ










5.4.1 PC12 細胞におけるバイスタンダー効果の解析 
X 線マイクロビーム照射実験から照射細胞に IL-6 の産生と，DNA 二本鎖切断の生
成・修復の経時変化を見ることで，バイスタンダー効果が誘発されるまでの過程を考察
した(図 5.3.4)． DNA 二本鎖切断の修復に関係した信号カスケードよって，IL-6 の産生
を促す転写因子の NF-κB が DNA に再結合することが報告されている[18,19,22]．照射
実験から得られた結果より，照射直後から開始される修復過程の途中で，IL-6 の産生が











図 5.3.4 PC12 細胞におけるバイスタンダー効果誘発考察モデル 


























その理由として，過去に IL-6 によって PC12 に神経分化応答が誘起することが報告さ
れているが[25]，後の調査で，IL-6 に対して神経分化応答を示す PC12 細胞は，一部の
亜種に限られることがわかった．現在，世界中で 500 回を越える継代を繰り返した PC12
には性質が徐々に変化した亜種が多く，IL-6 に対する 2 種類の膜受容体の発現量の違い
が神経分化応答に大きな相違をもたらす事が指摘されている[14]．その他の神経細胞に
関しては，海馬由来の初代神経細胞に，IL-6 単独の作用で神経突起の成長が報告されて








図 5.3.5 NGF によるプラミング(30 ng/mL，3 時間)と IL-6 (30 ng/mL)の添加によ
る PC12 の神経突起の成長を観察した様子． 
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第 6章 結論 
 
 
 本論文は，細胞での放射線効果の解析にむけた X 線マイクロビームシステムの開発
についてまとめたものである．本論文の内容を各章ごとに以下にまとめる．  
 第 2 章では，卓上型 X 線マイクロビーム照射装置の開発について述べた．X 線管，
ガラスキャピラリと倒立型顕微鏡を組み合わせて卓上型 X 線マイクロビーム照射装置
を構築した．また，生成された X 線マイクロビームのサイズ，強度などについて測定








た．また，光子・電子輸送モンテカルロ計算コードである EGS4 を用いて，X 線マイク
ロビームによる単一細胞への線量付与について評価し，X 線マイクロビームが単一細胞
照射実験において有効となる結果を得た． 










第 5 章では，神経モデル細胞である PC12 において，X 線マイクロビーム照射細胞の
放射線応答の解析について述べた．γ線源を用いた予備実験をおこない，PC12 細胞にお
いて，バイスタンダー効果の伝達因子となり得る IL-6 の産生と，その産生機構に深く
関わる DNA 二本鎖切断の検出が可能であることを確認した．また，X 線マイクロビー
ム照射実験の結果，照射細胞に IL-6 の産生を確認し，DNA 二本鎖切断の生成・修復の
経時過程に関する調査をおこなった．得られた結果から，PC12 細胞におけるバイスタ
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付録 A 光ピンセットの原理・理論解析 
 
A.1 緒言 


























わる。図 A.2.1 に示すように，粒子の屈折率 n1 が周囲の媒質の屈折率 n2 よりも大きい
時，屈折が支配的となる透明な粒子では，光線 a と光線 b によって働く FA，FB，の和










なるので，単位時間あたりに Z 方向に発生する力 Fzは， 
 





















同様に，Y 方向の力 FYは， 
 



















α=2θ-2r とβ=π-2r の関係を用いて， 
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rrr ×=        (A.2.4) 
 






























































図 A.2.2 光線による光圧計算のための幾何光学解析モデル 





















































































 これらの式を用いて，TEM00モードのレーザー光(波長 1064 nm)を最大入射角 70°(対

























図 A.2.3 レーザー光によって発生する光圧の大きさと方向の関係． 
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を示した．この結果から，ビームウエストの中心に向かって粒子を捕捉する力が発生し
ていることが確認された．また、この計算においてレーザーパワーが 20 mW のとき，
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1．基板を 70%v エタノールに 1 時間程度浸して滅菌し，PBS で洗浄した後，0.01%ゼラ
チン水溶液(ES-006-B，CHEMICON INTERNATIONAL)に 37℃環境下で 30 分浸す． 













1．基板を 70%v エタノールに 1 時間程度浸して滅菌し，PBS で洗浄した後，0.01%ポリ
















 ラット副腎褐色由来細胞腫である PC12 細胞は，大阪大学工学研究科環境・エネルギ
ー工学専攻 櫛引博士より譲り受けた．細胞は，37℃，5 %CO2環境下で 10%子牛胎児血
清(GIBCO)，5 %馬血清(GIBCO)を添加したダルベッコ変法イーグル培地(14429-95，ナ
カライ)を用いて培養した．細胞のダブリングタイムは約 2 日である．細胞の継代，回
収には 0.25 %トリプシン-EDTA 溶液(T049，SIGMA)を用いた．また，神経分化させる
際には，NGF(NC011，CHEMICON INTERNATIONAL)を 50 ng/mL で無血清培地に添加
し，~4 日間培養した． 
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HeLa 
 ヒト頸部由来癌細胞である HeLa 細胞は，HS 研究資源バンクより購入した．細胞は，
37℃，5 %CO2 環境下で 10%子牛胎児血清(GIBCO)を添加したイーグル基礎培地
(21443-15，ナカライ)を用いて培養した．細胞のダブリングタイムは約 1 日である．細
胞の継代，回収には 0.25 %トリプシン-EDTA 溶液(T049，SIGMA)を用いた． 
 
AG01522B 
 正常ヒト繊維芽細胞である AG01522B 細胞は，Coriell Institute for Medical Research よ
り購入した．細胞は，37℃，5 %CO2 環境下で 10%子牛胎児血清(GIBCO)を添加したイ
ーグル基礎培地(21443-15，ナカライ)を用いて培養した．細胞のダブリングタイムは約































ーは 50 µm を示している． 











① 細胞を培養している培地に 5 µg/mL の BCECF AM DMSO 溶液(B3051，Molecular 
Probes)を添加し，37℃環境下で，30 分培養する．DMSO 溶液の調整には，組織培
養用 DMSO(13408-64，ナカライ)を用いた． 







① 細胞の培養系に 5 µg/mL の PI DMSO 溶液(29004-41，ナカライ)を添加し，37℃環
境下で，20 分培養する． 







① 細胞を培養している培地に 5 µg/mL の Hoechest33342 DMSO 溶液(04915-81，ナカ
ライ)を添加し，37℃環境下で，30 分培養する． 
② 培地を抜き取り，新しい培地で細胞表面を 1 回洗浄した後，蛍光顕微鏡を用いて
観察する． 
 
・細胞内カルシウム濃度の計測(Fluo-3，Fura Red)[4, 5] 
 Fluo-3 AM，Fura Red AM は細胞膜透過性の蛍光色素であり，細胞内で分解されるこ










① 細胞を培養している培地に 5 µg/mL の Fluo-3 DMSO 溶液(F1422，Molecular Probes)
と Fura Red DMSO 溶液(F3021，Molecular Probes)を添加し，37℃環境下で，60 分
培養する． 
































① 培地を取り除いて，PBS で 3 回洗浄する． 
② 4 ℃(on ice)で 10 分間，4%パラホルムアルデヒド PBS 溶液で細胞を固定した後，





③ 細胞膜の透過性を上げ，非特異的抗体反応を防ぐために，TNBS 溶液(0.1%Triton-X 
(35501-02，ナカライ)，5％BSA(01859-34，ナカライ)溶液)で室温，30 分間培養す
る． 
④ 500 倍希釈の抗γ−H2AX マウスモノクロナール抗体(05-636，Upstate )を加えた 2％
BSA PBS 溶液において室温で 1.5 時間培養した後，TNBS 溶液で 5 分×3 回洗浄す
る． 
⑤ TNBS 溶液で 5 分×3 回洗浄した後，250 倍希釈 Alexa Fluor 488 抗マウス IgG 抗体
(A-11001，Molecular Probes )PBS 溶液で室温，１時間培養した後，TNBS 溶液で 5
分×3 回洗浄する 
⑥ 細胞核を Hoechst33342 もしくは PI を用いて染色した(5µg/ml，20 分，室温)後，退
色防止溶液 Anti Fade(S36937，Molecular Probes)を加えて，マニキュア液でカバー
ガラスを封じて，蛍光顕微鏡で観察する．図 B3.2 に繊維芽細胞にγ線を照射し(5 
Gy)，γ-H2AX と細胞核を染色した様子を示す．

























① 培地を取り除いて，PBS で 3 回洗浄する． 
② 4 ℃(on ice)で 10 分間，4%パラホルムアルデヒド PBS 溶液で細胞を固定した後，
再び PBS で 3 回洗浄する．  
③ 透過性を上げるために，TNBS 溶液(0.1%Triton-X，1％子ウシ血清 PBS 溶液)で室
温，30 分間培養する． 
④ 200 倍希釈の抗ラット IL-6 マウスモノクロナール抗体(sc-1265，SANTA CRUZ 
BIOTHCHNOLOGY )を加えた 2％BSA PBS溶液において，4℃で一晩培養した後，
TNBS 溶液で 5 分×3 回洗浄する． 
⑤ TNBS 溶液で 5 分×3 回洗浄した後，250 倍希釈 Alexa Fluor 488 抗マウス IgG 抗体
(PBS 溶液で室温，１時間培養した後，TNBS 溶液で 5 分×3 回洗浄する 







図 B3.2 (a)染色した細胞を光学顕微鏡観察した様子．(b)γ-H2AX を蛍光観察した様
子．(c)ヘキスト染色した細胞核を蛍光観察した様子．(d)蛍光画像を合成した様子．
スケールバーは 20 µm を示している． 
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・蛍光色素の励起・蛍光波長 





表 B3.1 各蛍光物質の最大励起波長と最大蛍光波長 
 
蛍光物質 最大励起波長 [nm] 最大蛍光波長 [nm] 
Alexa Fluor 488 495 519 
Alexa Fluor 350 350 445 
BCECF 488 535 
Fluo-3  506 525 
Fura Red 473 670 
Hoechst 33342 343 461 
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